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含内生菌外植体红掌组培方法的研究 

张寅玲 刘艳军 z 黄俊轩 z 李建科 z 杨 霞 杨静慧z※ 汪海霞 

(1天津市药科中等专业学校，300130；2天津农学院园艺系，天津 300384；3天津市林业局，300203) 

摘 要：为了解决组织培养中组织内部带菌的问题，以组织内部带菌的红掌为外植体，采用含有 40％的次氯酸钠水溶液 

消毒 10mi ．然后分别接种到各种含不同浓度的抗生素的培养基上，经过 2～3次继代培养后发现 ：外植体在含有 

500mg／L的羧苄青霉素、100mg／L硫酸链霉素和 1 000mg／L的制霉菌素的培养基上生长正常，组织内部所带细菌和真 

菌得到了较好的抑制和消除 
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Tissue Culture M ethod of Anthuri11111 andraeanum Explants with 

Entophytic Microorganism 
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Abstract：In order to eliminate microorganism in inner tissue of explants，some experiments were carried on with the entophytic 

bacteria in explants in tissue culture．Explants of Anthurium andraeanum with entophytic microbe were cultured on MS medium 

containing antibiotic of different concentration after disinfected by 40％ NaCIO for 1 0 minutes．After 2～3 generations 

propagated，explants of Anthurium andraeanum grew well and microorganism were controlled and eliminated on the medium 

containing of Carbencillin 500 m L+Streptnomycin 1 00 mg／L+Mycostatin 1 000 m L_ 
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在植物组织培养过程中．外植体的消毒处理是组 

培成功与否的关键步骤 一般情况下．植物组织中很 

少有微生物存在．若取其为外植体时，只对它的表面 

进行常规的消毒处理后．可直接用于组织培养 但在 

有些植物材料中其组织内往往存在一些微生物．这些 

微生物有的是植物所感染的各类病害．有的是与植物 

以共生或寄生的形式存在 对于这些生存于植物组织 

内部(在植物组织间隙或植物细胞中)的微生物．如果 

采用常规的消毒处理．往往不能达到外植体消毒的目 

的．有些微生物暂时没有在组培的初期生长起来．但 

随着培养时间的加长．植物组织内部的细菌和真菌会 

越来越多．从而使组培无法继续正常进行[ 。因此．对 

组织内部带菌的外植体进行有效的消毒处理．才能使 

组培顺利进行 有效的消毒处理对无法获得组织内部 

无菌外植体和珍贵的内部带菌材料的组织培养更有 
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意义刚 本研究旨在通过对组织带菌的红掌的不同组 

织部位取材．进行常规消毒的同时配合几种抑制真菌 

和细菌生长的抗生素的应用．找到一条对于组织内部 

带菌的外植体进行有效消毒处理的可行性途径。 

1 材料与方法 

1．1 植物材料 

试验材料为带有细菌病害的巨型红掌的叶片及 

叶柄为外植体[5]．来源于天津农学院园艺系园林植物 

实验室 

1．2主要药品和仪器 

超净工作台、光照培养箱、医用高压消毒锅、电子 

天平、pH计、温度计 、移液器、酒精灯、镊子、剪子、三 

角瓶、烧杯、玻璃棒、培养皿、容量瓶、滤纸、营养钵、恒 

温振荡器： 

杀菌剂f次氯酸钠 )、抗生素f羧苄青霉素、硫酸链 

霉素、制霉菌素)： 

MS培养基所需的常用化学试剂。 

1．3实验方法 

1．3．1 MS培养基的制备 
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MS培养基+BA 2．0 mg／L+NAA 0．1 mg／L．并附加 

蔗糖 30 g、琼脂粉6．5 g、肌醇0．1 g。调 pH为 6．2，然后 

分装在 500 mL广口三角瓶中．高温灭菌 20 min 断开 

电源降压至 0．1 Mpa以下时放气 ．降压至0 Mpa待至 

冷却后打开．取出冷却备用 

1．3．2试材的准备 

取带有细菌病害的巨型红掌的叶片及叶柄．用剪 

刀剪成小段或小片 70％的酒精消毒 30 s．再用含有 

效氯 2．8％的次氯酸钠水溶液消毒 l5 min．无菌水冲 

洗 3～5次．去掉外植体边缘因消毒变色的部分．切成 

2 cm大小的小块待用 

1．3．3抗生素的准备 

分别称取硫酸链霉素、羧苄青霉素、制霉菌素．用 

去离子水配成 100 mg／L、500 mg／L、1 000 mg／L的母 

液，用 0．2 m的微孔过滤器进行抽滤灭菌后备用。 

1．3．4含有不同种类、不同浓度抗生素培养基的配制 

将凝固备用的培养基放入微波炉中加热融化．待 

其温度降至50 cC时(没有再次凝固前)在超净台中加 

入所需抗生素 

只加羧苄青霉素的设 3个梯度．使其在培养基中 

的终浓度分别为 250 mg／L、500 mg／L、1 000 mg／L；加 

硫酸链霉素的为 50 mg／L、100 mg／L、200 mg／L：加羧苄 

青霉素与硫酸链霉素 2种的为 3个梯度 ．分别为 

250+50 mg／L、500+100 mg／L、1 000+200 mg／L；加入羧 

苄青霉素、硫酸链霉素、制霉菌素 3种抗生素的 3个 

梯 度 ．分 别 为 250+50+500 mg／L、500+100+ 

1 000 mg／L、1 000+200+2 000 mg／L。 

将上述加好抗生素的培养基分装到 100 mL广口 

三角瓶中．每瓶加入 25 mL．待培养基凝固冷却后进 

行接种外植体 

1．3．5外植体接种及培养 

将消毒后切成小块的红掌外植体分别接种在含 

不同种类及浓度的抗生索培养基上．每个三角瓶中接 

种 8～10块．其中每块外植体的边缘(伤口部位)都要 

与培养基相接触。培养条件为 28℃．24 h光照．光强 

2 000 lx．培养 1周后观察记录生长状况．同时进行继 

代培养 

2 结果与分析 

2．1不同浓度羧苄青霉素对外植体消毒效果的影响 

表 1可以看出．加入羧苄青霉素抑制细菌效果不 

明显．而羧苄青霉索的浓度超过 500 mg／L时．其对外 

植体的生长开始造成了不良的影响．因此再靠增加羧 

苄青霉素的浓度来提高其抑制细菌的效果是不可行 

1 0． 

表 1 羧苄青霉素对红掌外植体的消毒效果 

m

青

g／ L 

真 细 数 污 生长表现 

／( ) ／块 ／块 ／块 ／％ 一 ’ ’ 。 

250 20 0 l6 80．0 A 

5oo 20 0 l8 90．0 A 

l Ooo l9 0 l8 94．7 B 

CK 27 0 27 100．0 A 

注：A、外植体生长正常，颜色绿色；B．生长受抑．无生长量，颜色变 

黄；C．生长完全停止，颜色变黑，并逐渐死亡 (表 2、3、4同此) 

的；另外，从对照来看，对外植体造成污染的主要是细 

菌．而没有发现真菌出现．因此羧苄青霉素对真菌的 

抑制作用在此实验中没能反映出来。 

表 2 硫酸链霉素对红掌外植体的消毒效果 

2．2不同浓度硫酸链霉素对外植体消毒效果的影响 

从表 2可以看出．加入硫酸链霉素的抑制细菌的 

效果非常明显．即使在低浓度(50 mg／L)时抑制细菌 

的效果也能达到 100％：从对照来看．对外植体造成污 

染的主要是细菌．没有发现真菌出现。在 50 mg／L、 

100 mg／L硫酸链霉素处理中个别有真菌出现．而对照 

没有出现真菌．分析主要原因可能是在无菌操作中污 

染所致。 

2．3 不同浓度羧苄青霉素与硫酸链霉素对外植体消 

毒的影响 

从表 3可以看出．加入羧苄青霉素与硫酸链霉素 

2种抗生素 的抑制细菌效果非常明显 ．在低浓度 

(250+50 mg／L)时抑制细菌的效果也很好．但对真菌 

的抑制作用几乎看不到．即使其浓度增至 1 000+ 

200 mg／L时(此时的浓度对外植体的生长开始造成影 

响)仍不起作用 ．这说明羧苄青霉素与硫酸链霉素 2 

种抗生素对真菌造成的外植体的污染没有抑制作用。 

2．4 羧苄青霉素、硫酸链霉素和制霉菌素对外植体消 

毒效果的影响 

表 3 羧苄青霉素与硫酸链霉素对红lit3,1,植体的消毒效果 

数 真 染数 细 染数 污 生长表现 

250+50 45 

500+100 6l 

l o00+200 45 

CK 27 

40 

54 

38 

26 

2 93-3 

0 88．5 

0 84．4 

27 lo0．0 
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表4 羧苄青霉素 硫酸链霉素和制霉菌素对 

红掌外植体的消毒效果 

从表4可以看出，加入羧苄青霉素、硫酸链霉素 

和制霉菌素 3种抗生素对外植体消毒处理效果非常 

明显．不但对细菌起到很好的抑制作用(500+100+ 

1 000 mg／L时达到 100％)．同也能基本控制真菌的生 

长．在不影响外植体正常生长的情况下 ，在培养基中 

附加这 3种抗生素对外植体消毒处理效果可以达到 

组织培养的要求 

3 讨论 

3．1采用抗生素对外植体消毒处理可以有效地控制 

内生菌的生长 

从以上几组抗生素的抑菌实验中可以看出．采用 

抗生素对外植体消毒处理的效果是明显的．随着抗生 

素浓度的增大．对菌的抑制作用越强．但对外植体生 

长的抑制作用也越强．因此 ．应选择一个合适的抗生 

素浓度，既能抑制菌的生长，又不对外植体造成伤害。 

本次试验由于取材的随机性．导致在真菌污染方面有 

差异．单一抗生素处理和对照的材料均无真菌污染． 

而几种抗生素同时使用处理和对照的材料有真菌 

污染。 

3．2 不同抗生素对菌的抑制作用不同 

由于不同菌对不同抗生素的抗性不同．在采用抗 

生素对外植体消毒处理时．应有针对性地选择抗生素 

的种类．避免使用一些易使内生菌产生抗药性的抗生 

素种类 目前市场上常用的一些抗生素一般效果都十 

分显著．在生产上为降低成本 ．也可采用价格较低的 

医用或兽用抗生素16] 另外从实验中还可以看出同时 

采用多种抗生素对外植体消毒处理的效果是最好的． 

尤其是对真菌的抑制 ．一些常用抗生素的效果不明 

显．而对真菌有广谱抗性的制霉菌素的效果十分突 

出．因此在实际操作中应尽可能采用制霉菌素与其它 

抗生素联合使用以达到最好的抑菌效果 

3．3外植体在培养基上的继代时间影响抗生素对菌 

的抑制 

在实际的抑菌实验中．当外植体周围出现明显的 

菌落时抗生素对菌的抑制作用将失去，这时菌很快生 

长起来 这说明抗生素对少量菌有抑制作用．当菌的 

生长速度及数量达到一定程度时．抗生素就会失去抗 

菌作用．因此．在外植体接种前的消毒工作十分重要， 

如果外植体上带有大量的菌类．即使采用抗生素来抑 

制．也很容易造成污染 

随着培养时间的增长。抗生素的效率逐渐下降。 

实验中发现．在 1周后外植体仍然留在原培养基上， 

这时就有个别的外植体出现污染的现象．因此在实验 

中外植体应在培养一段时间后进行继代．以保证抗生 

素的有效性 

随着培养时间的延长．大约20 d后去掉抗生素， 

此时的外植体再进行下一步实验则其上的内生菌就 

不会长起来．这也说明内生菌的数量随着培养时间的 

延长．在抗生素的作用下会逐渐减少和消失 

4 结论 

在组织培养中．对于组织带菌的外植体消毒处理 

时附加抗生素抑菌培养．会使消毒的效果提高：要根 

据外植体中所带菌的种类选用适当的抗生素．同时要 

及时继代．以保证抗生素的有效浓度 采用消毒剂表 

面消毒并配合抗生素抑菌法的应用不但对组织带菌 

外植体消毒处理有很好的作用 同时对一些幼嫩的植 

物组织的消毒也有借鉴性．如采用低浓度的消毒液处 

理外植体．同时配合抗生素的应用．会大大改善其消 

毒效果 
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